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論文内容の要 t::. 国
近年甲状腺ホルモン (Thyroxine 及び;3" 5, 3' -Triiodothyronine 以下 T4及び~T3 と略す)の血中存
在様式が注目され、その病態生理学的意義が重視されるようになった D 血中に於て T4 は T4-binding
Prealbumin(TBPA) , Albumin, T4-binding Globulin(TBG) 等と、 T3 は Albumin， TBG等の血清蛋白
と結合して存在することは今日までに認められているが、最近これ等以外の蛋白とも結合していると
云う報告も現われ尚定説はない O そこで私は以下の方法で T4 及び、T3 の血中での存在様式、特にこれ
等と結合する血清蛋白の分析並びに結合の量的関係を明らかにせんとしたO
〔方法〕
13 1 I-T4及び131I-T3 はAbbott Laboratories製のものを n-bu tanol-dioxan-ammonia 系による上昇
Paperchromatography で精製して健常人の新鮮血に添加し、室温 1 時間、次いで 4 0C一夜放置後以
下の各分析を行なった。免疫電気泳動は Sheidegger の方法に準じ、一定電圧 (2. 5~3. 5V /cm) で 2
時間、 Phosphate buffer , PH7. 4を用いて泳動した後、抗血清で沈降線が出現してから生理食塩水、
蒸溜水で数回洗機、乾燥し、 X 線フィルムで Autoradiography を行なった。蛋白の染色は Amido
Black 10B、リポ蛋白染色には Oil Red 0及び Sudan Black B を用いた。リポ蛋白の分離に用いた
Ul tracentrifugationは先ず比重1.063 とし、 SW40rotorで、 4 x 10rpm、 18時間超遠心して low density 
lipoprotein (LDL) 分劃を得、次いで比重を1.21 とし再び同条件で22時間超遠心して high density 
lipoprotein (HDL) 分劃を分離した。 Cellulose acetate膜電気泳動法はcellulose acetate膜 (25X180 
mm) を Veronal buffer, PH8. 6 及び Tris-maleate buffer PH8.6 にて 2~4 時間泳動( 5 V /cm) し、
Autoradiographyで位置を確認した後各分劃の放射活性を測定した。
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〔成績〕
(A] Radioimmunoelectrophoresis による分析
(a) T4 1 )抗血清による比較:阪大微研製の抗人馬血清によって明らかに 5 本の放射能を有
する沈降線(以ド“沈降線"と略す)を検出したが、 Hyland Laboratories 及び Behring werke の
抗血清では 3~4 本しか検出しえなかった。 12名の健常外国人血清に於てもすべて阪大微研製抗血
清で 5 本の“沈降線"を検出した。
2 )“沈降帝京"の特異性に関する基礎検討:本実験では新鮮血に純化 131 1_T 4 を生理的濃度で添加
(0 .05,u9 /me) した。 Borate buffer, PH8. 6 を用いても、 131 1-T 4 の添加量を o .30,u9 /me まで増量
しでも同様の結果を得た。又 131I-T4 非添加血清や血清非添加 131I-T4 のみでは“沈降線"をみとめ
ず、操作後遊離する 131 1 (10%以内)等量の Na1311 添加でも“沈降線"をみとめなかったことから、
この“沈降線"は非特異的なものでないと考えられる。
3 )“沈降線"の同定:抗 albumin、抗 prealbumin 等の特異抗血清の使用、 TBG 欠損症患者血清及
び~T4 と TBG の結合を阻害する diphenylhydan toin 添加|血清の使用により既知の TBPA、 TBG 、
albuminの各i沈尤降線を同定し、残る未知の 2 本 7カがうデf斗li中po叩prot旬ein染色で、染まること及び
抗β(ほα2) -lipoprotein の特異抗血j清青の f使吏用により、これ等を α1 -lipoprotein及び、β(α2)-lipoprotein 
と同定した。
(b) T3 131I-T3 添加血清 (0.005，u9 /me) についても阪大微研製の抗血清で 4 本の“沈降線"を
認め、 T4 の場合と同様の検討によりこれ等が非特異的なものでなく TBG 、 albumin の他に αf
lipoprotein 及び β(α2) -lipoproteinであると確認した。
(B] Preparative Ultracentrifugation による分析
1311 -T4 又は 131 1_T 3 添加血清を、 LDL 分劃と HDL分劃に分離したところいずれにも放射活性
を認め、 Radioimmunoelectrophoresis による分析では、 LDL 分劃には β-lipoprotein のみを、
HDL分劃にはには α1 -lipoprotein 及び β-lipoprotein のみの沈降線"を認め、血中 T4 の 1. 5~3. 5 
%がβー lipoprotein と、又3. 5~13%がα1 -lipoprotein と結合し、血中T3の4. 5~13. 5%がかlipoprotein
と、又12~28.5%が α1 -lipoprotein と結合していると算定された。
(C] Cellulose acetate 膜電気泳動による分析
131I-T4 又は 131I-T3添加血清を本法により泳動し、 TBPA、 TBG 、 albumin、かlipoprotein の
各部分への放射活性を測定した結果、 131I-T4 の場合は TBGが最大であるのに対して 131I-T3 の場
合は albumin と TBG への放射活性がほぼ等しく、さらにかlipoprotein の位置にもこれ等と同程度
の割合で認められた。 131 1_T 3 添加血清 (0. 005,u9 /me) に非放射性 T3 を漸増添加し、各 T3-binding
protein について T3 が飽和される点を測定する Saturation methodによってTBGはほぼ0.12μタ /me
で、 β-lipoprotein はほぼ 0.6μタ /me でプラトーに近ずきその後は albumin のみが増加した。
〔総括〕
1) 131I-T4 添加健常人血清を Radioimmunoelectropho re s i s にて分析した結果、 5 本の放射能を
有する沈降線を認め、これが非特異的なものでなく、 TBPA、 TBG、 albumin 及び町ーlipopro tein, 
β(α2) -lipoprotein であると同定した。又Ultracentrifugation ， Cellulose acetate膜電気泳動によっ
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ても T4 と lipoprotein との結合を示唆する成績を得た。
2) 1311_ T 3 添加血清の分析ではTBG 、 albumin の他α1 -lipoprotein及び β(α2) -lipoprotein と考
えられる 4 種の T3 -binding componen t を認めた。 Cellulose acetate 膜電気泳動法では 131I-T3 は
TBG とほぼ同手呈度に β'-lipoprotein 分劃に3忍められ、 Saturation method により TBG及び β-
lipoprotein の Capacity を算定した。
論文の審査結果の要旨
本論文においては、生物学的活性を有する甲状腺ホルモンである thyroxine (T3 )及び3， 5, 3'-triiods 
thyronine (T3 ) のいずれもが Radioimmunoelec trophoresis を用いることにより、今日までに報告さ
れている結合蛋白以外に町ーlipoprotein 及び、 β(的) -lipoprotein と結合していることを明らかにした。
さらに T3 と β-lipoprotein との結合においては paperelectrophoresis を改良して用いることによ
り、その最大結合能及びその結合恒数を初めて明らかにした。
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